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FORMULATIONS PHARMACEUTIQDES POUR LA LIBERATION 
PROLONGEE D'INTERLEUKINES ET LEURS APPLICATIONS 

THERAPEUTIQUES 

5 

La pr6sente invention concerne de nouvelles formulations pharmaceutiques a 
base de suspensions colloldales aqueuses stables et fluides pour la liberation prolongee de 
principes actife prot6iniques, k savoir les interleukines (TL), ainsi que les applications 
therapeutiques, de ces formulations. Ces formulations pharmaceutiques actives concernent 

10 aussi bien la th6rapeutique humaine que v6t6rinaire. 

Les interleukines sont un groupe de prolines qui entrent dans la famille des 
cytokines. EUes pr6sentent de nombreuses activity qui r6gulent la reponse inflammatoire 
et la reponse immunologique. Cependant, leur r61e majeur reste r activation et l'induction 
de la proliferation des lymphocytes T. Panni les membres importants de cette famille, on 

15 peut citer: IL-1, IL-2, IL-1 1 et IL-12. Par exemple, IL-2 est produite par les lymphocytes 
T actives par un antigdne. Cette EL-2 est destin6e k stimuler les autres lymphocytes T pour 
permettre leur activation et leur differentiation et ainsi moduler la r6ponse immunitaire k 
mediation cellulaire. 

Les interleukines sont utilises en th6rapeutique, mais leur toxicite bien connue 
20 reste souvent la cause majeure d'interniption des traitements. Par exemple, dans le cas de 
l'IL-2, les 6vdnements majeurs observes au cours de Tutilisation clinique d'DL-2 sont la 
fidvre, la nausee, des diarrhees, des reactions cutanees, les douleurs articulaires, une 
apathie. Dans certains cas, cela n6cessite une hospitalisation en reanimation, et il est k 
noter que dans ces cas rares l'injection d'IL-2 a ete mise en cause dans la mortalite de 
25 patients. 

Outre la toxicite des IL, un autre fecteur k prendre en compte pour la liberation 
prolong6e de ces proteines therapeutiques que sont les interleukines, est la n6cessit6 de 
reproduire au mieux chez le patient une concentration plasmatique en prot6ine proche de 
la valeur observ6e chez le sujet sain. . { 

30 Cet objectif se heurte k la feible dur6e de vie des EL dans le plasma, ce qui oblige 

de maniere trds contraignante, k les injecter de fa?on repetee. La concCTtration 
plasmatique en proteine th6rapeutique pr6sente alors un profil «en dents de scie» 
caracterise par des pics eiev6s de concentration et des minima de concentration trds bas. 
Les pics de concentration, trds superieurs k la concentration basale chez le sujet sain ont 

35 des effets nocifs trds marqu6s du fait de la toxicite eiev6e des proteines therapeutiques 
telles que les interleukines et plus precis6ment Tinterleukine IL2. Par ailleurs, les nodnima 
de concentration sont inf6rieurs k la concentration n6cessaire pour avoir un effet 
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therapeutique, ce qui entraine une mauvaise couverture th6rapeutique du patient et des 
effets secondaires graves k long terme. 

Aussi, pour reproduire chez le patient une concentration plasmatique en 
interleukine proche de la valeur id6ale pour le traitement, il importe que la formulation 
pharmaceutique consid6r6e permette de lib6rer la proteine therapeutique sur une duree 
prolong6e, de fe?on a limiter les variations de concentration plasmatique au cours du 
temps. 

Par ailleurs, cette formulation active doit de presence satisfaire au cahier des 
charges suivant, d&jk connu de l'homme de l'art : 

1 - liberation prolong6e d'une ou plusieurs interleukines actives et non 
denatures (non modifi6es), de sorte que la concentration plasmatique est 
maintenue au niveau therapeutique, 
2- forme liquide suffisamment fluide pour etre aisSment injectable et 
sterilisable par filtration sur des filtres dont la taille des pores est inf6rieure 
15 ou egale k 0,2 microns, 

3 - forme liquide stable, 

4 - biocompatibilite et biod6gradabilit6, 

5 — non toxicite, 

6 — non immunog6nicite, 

20 7 - excellente tolerance locale. 

Pour tenter d'atteindre ces objecttfs, plusieurs approches ont deja 6t6 proposees 
dans Tart ant6rieur. 

Dans la premiere approche, la proline therapeutique native est modifi6e par 
grefifege covalent d'une ou de plusieurs chaines de polymdre ou encore par greffage 

25 covalent d'une proline telle que l'albumine serique humaine (HSA). La proline ainsi 
modifi6e a une moindre affinite pour ses r6cepteurs et son temps de demi-vie dans la 
circulation generate augmente consid6rablement. L'amplitude de la variation de 
concentration entre les pics et les creux de concentration plasmatique en proteine est ainsi 
considerablement r6duite. Ainsi, la soci6t6 Cetus propose, dans son brevet US-B- 

30 4 766 106, de greffer une chaine de polyoxyethytene k Pinterleukine 2, afin d'augmenter 
sa solubility et dur^e de vie plasmatique. D'une fe$on similaire, la soci6t6 Human Genome 
Science propose (US-B-5 876 969) de grefifer de fe?on covalente des interleukines k 
Talbumine de serum humaine afin d'augmenter leur dur6e de vie plasmatique. Cette 
demarche de modification chimique de la proteine therapeutique pr6sente de fa$on 

35 generate deux inconv6nients majeurs. Tout d'abord, la modification irreversible de la 
proteine, qui n'est plus alors une proteine humaine et peut conduire k long terme k des 
probtemes de toxicite et d'immunog£nicite. Le deuxteme inconvenient provient de la perte 
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partielle de bioactivite de l'interleukine EL 2 ainsi modifiee. 

Dans me deuxieme approche, il a ete propose d'augmenter la duree d'action grace 
a des formulations comportant au moins un polymere et un principe actif, liquides a 
temperature et atmosphere ambiantes, injectables et devenant plus visqueuses apres 
5 injection, par exemple sous l'effet d'un changement de pH et/ou de temperature. 

Ainsi dans ce registre, le brevet US-B-6 143 314 divulgue une solution organique 
polymere a liberation controlee de PA, formant un implant solide apres injection. Cette 
solution comprend: 

o (A) 10 a 80 % en poids d'un polymere thermoplastique de base, biocompatible, 

10 biodegradable et insoluble dans l'eau ou les fluides physiologiques (par 

exemple PolyLactique et/ou PolyGlycolique) ; 
o (B) un solvant organique, tel que la N-M6thylPyrroUdone se dispersant dans les 

fluides physiologiques ; 
o (C) un principe actif (PA) ; 

15 o (D) et enfin 1 a 50 % en poids d'un agent de liberation contrdlee constitue par un 
copolymere bloc de type PolyLactiqueGlycohque / PolyEthyleneGrycol. 
Apres injection, (B) se disperse ou se dissipe dans les fluides physiologiques. (A) forme 
un implant encapsulant (C) qui n'est pas lie de facon covalente ni a (A) ni a (D) et qui se 
libere alors lentement in vivo. 

20 Le principal inconvenient de cette technique est d'utiliser un solvant organique (B), 
potentiellement denaturant pour le PA (C) (e.g. proteines thetapeutiques) et toxique pour 
le patient. En outre, rhydrolyse in vivo du polymere (A) gendre un acide qui peut conduire 
a des problemes de tolerance locale. 

Les demandes PCT WO-A-99/18142 & WO-A-00/18821 concement des solutions 

25 aqueuses de polymeres qui contiennent un PA sous forme dissoute ou colloidale, qui sont 
administrables a des animaux a sang chaud, notamment par injection et qui forment un 
depot de PA (e.g insiiline) gelifiS in vivo, car la temperature physiologique est superieure 
a leur temperature de gehfication. Le gel ainsi forme libere le PA de facon prolongee. Ces 
polymeres biodegradables particuliers sont des triblocs ABA ou BAB avec A = 

30 polylactique-coglycohque (PLAGA) ou polylactique (PLA) et B = PolyEthyleneGlycol. 
Les temperatures de transformation liquide => gel de ces polymeres triblocs sont par 
exemple de 36, 34, 30 et 26 °C. A rinstar des polymeres (A) selon rTTS-B-6 143 314, 
Lhydrolyse de ces polymeres triblocs ABA ou BAB in vivo conduit a des acides qui 
peuvent ne pas Stre correctement toler6s localement. 

35 La demande PCT WO-A-98/11874 decrit des formulations pharmaceutiques 

comprenant un principe actif lipophile, un polymere g61ifiant (Gelrite® = gomme gellane 
desacetyl6e ou 6thylhydroxycellulose) et un surfactant. L'interaction polymere/surfactant 
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et eventuellement la seule presence d'electrolytes tels que des ions Ca*+ en concentration 
physiologique s'agissant du polymere Gelrite®, conduit a la formation d*un gel constitue 
par un agregat polymere/surfactant, auquel se lie de fecon non covalente le principe actif 
lipophile. Cette formulation est destinee a une administration locale dans un organe cible 

5 (osil e.g.). L'association agregat/principe actif qui se forme in situ permet la liberation 
lente du principe actif dans l'organe cible. 

Une troisieme approche mise en oeuvre pour tenter de prolonger la duree d'action 
d'une proteine tout en conservant sa bioactivite, fut d'utiliser une proteine therapeutique 
non denaturee et de l'incorporer dans des microspheres ou des implants a base de 

10 polymeres biocompatibles. Cette approche est notamment illustree par le brevet 
US-B-6 500 448 et la demande US-A-2003/01 33980 qui decrivent une composition a 
liberation prolongSe d'hormone de croissance humaine (hGH) dans laquelle, la proteine 
hormonale, prealablement stabilisee par complexation avec un metal, est ensuite dispersee 
dans une matrice polymere biocompatible. Le polymere biocompatible est par exemple un 

15 polyGactide), un poly(glycohde) ou un copolymere polyflactide-co-glycohde). La 
composition se presents par exemple sous la forme d'une suspension de microspheres 
dans une solution de caAoxymethylcellulose de sodium. Cette approche present© plusieurs 
inconvenients : tout d'abord, au cours du proced6 de fabrication des microspheres, la 
proteine est mise au contact de solvants organiques potentiellement denaturants. En outre, 

20 les microspheres sont d'une taille elevee (1 a 1000 microns), ce qui constitue une 
contrainte en termes d'injection et de sterilisation aisee sur filtres. Enfin, des problemes de 
tolerance locale peuvent survenir lors de l'hydrolyse in situ du polymere. 

Selon une quatrieme approche, ont ete developpees des formes a liberation 
prolonged de proteine therapeutique (notamment d'interleuldnes) constituees par des 

25 suspensions liquides de nanoparticules chargees en proteines. Ces dernieres ont permis 
l'administration de la proteine native dans une formulation liquide de feible viscosite. 

Selon une premiere voie de liberation prolonged, la suspension nanoparticulaire de 
liberation prolongee est constitute par des suspensions de liposomes dans lesquelles la 
proteine therapeutique native non modifiee est encapsulee. Apres injection, la proteine est 

30 liberee progressivement des Uposomes, ce qui prolonge le temps de presence de la 
proteine dans la circulation generale. Aiasi par exemple Frossen et al, decrivent dans 
l'article Cancer Res. 43 p 546, 1983 l'encapsulation d'agents anti-n6oplastiques dans des 
liposomes afin d'en accroitre l'efficacite therapeutique. La Ub6ration de la drogue est 
cependant trop rapide pour obtenir une reelle liberation prolongee. La societe Liposome 

35 Company Inc, dans son brevet US-B-5 399 33 1 propose d'am6Uorer le temps de liberation 
in vitro de l'mterleukine 2 en la greffant de fecon covalente au Uposome. On retombe alors 
dans les travers de la premiere approche "proteine modifiee 11 6voquee ci dessus. 
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Afin de pallier le manque de stabilite des liposomes, tout en gardant les avantages 
d'une fonnulation nanoparticulaire liquide et de basse viscosite, la soci6t6 Flamel 
Technologies a propose une deuxidme voie de liberation prolongee, dans laquelle la 
- proline therapeutique est assocfee a des nanoparticules d'un polymdre hydiosoluble 
5 "modifie hydrophobe", c f est-a-dire modifi6 par greffage de groupements hydrophobes. Ce 
polymdre est choisi, en partdculier, panni les polyaminoacides (polyghrtamates ou 
polyaspartates) porteurs de greffons hydrophobes. 

Un des int6r§ts notables de ces polymdres modifies hydrophobes est de s'auto 
assembler spontanement dans 1'eau pour former des nanoparticules. 
10 Un autre interet de ces systdmes est que les prolines ou les peptides 

. th6rapeutiques s'associent spontanement avec les nanoparticules de polymdres modifies 
hydrophobes, cette association est non covalente et s'effectue sans avoir recours & un 
tensioactif ni k un proc6de de transformation potentiellement d6naturant. II ne s'agit pas 
d'une encapsulation de la prot&ne dans une microsphere, comme divulgu6 dans le brevet 
15 US-B-6 500 448 et la demande US-A-2003/0133980. De fa?on totalement different©, ces 
nanoparticules de copolyaminoacides modifies hydrophobes adsorbent spontanement les 
prot&nes en solution, sans les modifier chimiquement ni les d6naturer et sans leur feire 
subir des Stapes de traitement agressives du type "mise en Emulsion" et "evaporation de 
solvant". Les formulations peuvent 6tre stock6es sous forme liquide ou sous forme 
20 lyophilis£e. 

Aprds injection, par exemple par voie sous cutanfe, ces suspensions de 
nanoparticules charg6es en prolines HbSrent progressivement la prot&ne non denature et 
bioactive in vivo De telles associations non covalentes principe actif (PA) prot6inique / 
poly[Glu] ou poly[Asp] sont divulgu6es dans la demande de brevet WO-A-00/3061 8. 
25 Cette demande d6crit notamment des suspensions colloidales de pH 7,4 

comprenant des associations d'insuline humaine avec des nanoparticules de polyglutamate 
"modifie hydrophobe". Le tableau ci-dessous rend compte des polyaminoacides "modifies 
hydrophobes" mis en ceuvie et des taux d'association obtenus dans les exemples du 
WOA-00/30618. 

30 



EXEMPLE 


POLYMERE 


Taux 
d'association (%) 


1 . . 


poly[(Glu-0-Na) 0 .63bloc(Glu-0-m6thyle)o37] 


55 


2 


poly[Glu-0-Na) 0 .66-bloc-(Glu-0-6thyle)o34] 


26 


3 


poly(Glu-0-Na)o,6s-bloc-(Glu-0-hexad6cyle)o35] 


36 


4 


poly[(Glu-0-Na) 0 ,88-bloc-(Glu-0-dod6cyle)o,i2] 


>90 
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Ces suspensions colloidales titrent 1,4 mg/ml dinsuline et 10 mg/ml de 
polyaminoacide "modifie hydrophobe". 

D ressort de la figure 1 du WO-A-00/30618 que la dur6e de liberation in vivo de 
l'insuline vectorisSe par les suspensions susvisees, est de 12 h. Cette duree de liberation 
5 gagnerait a Stre augmentee. 

Ainsi, meme si cette demande PCT repr6sente dSja un progrds considerable, son 
contenu technique peut encore gtre optimise au regard du cahier des charges €nonc£ ci- 
dessus et surtout au regard de 1'allongement de la duree de liberation in vivo des 
interleukines. 

10 Les demandes de brevet ftan$ais non publiees N° s 02 07008 du 07/06/2002, 

02 09670 du 30/07/2002, 03 50190 du 28/05/2003 et 01 50641 du 03/10/2003, concernent 
de nouveaux polyaminoacides amphiphiles, hydrosolubles et comprenant des unites 
aspartique el/ou des unites glutamique, dans lesquels au moins une partie de ces unites 
sont porteuses de greffons hydrophobes. A l'instar des polyaminoacides modifies 

15 hydrophobes divulgues dans la demande WO-A-00/30618, ces nouvelles matidres 
premidres polymdres forment spontanement en milieu liquide aqueux des suspensions 
colloidales de nanoparticules qui peuvent etre utilisees pour la liberation prolongee de PA 
(insuline). EUes sont biocompatibles, biodegradables et les proteines, en particulier les 
proteines therapeutiques s'adsorbent spontanement sur ces nanoparticules sans subir de 

20 modification chimique ou de d6naturation. 

Ces demandes visent aussi de nouvelles compositions pharmaceutiques, 
cosmetiques, dietetiques ou phytosanitaires k base de ces polyaminoacides. 

Les polyaminoacides "modifies hydrophobes"amphiphiles selon la demande de 
brevet fran^ais N° 02 07008 comprennent des unites aspartique et/ou des unites 

25 glutamique, porteuses de greffons hydrophobes comportant au moins un motif alpha- 
tocopherol, e.g. : (polyglutamate ou polyaspartate greffe par l'alpha tocopherol d'origine 
synthetique ou naturelle). 

Cette demande non publiee divulgue specifiquement une suspension colloidale qui 
contient des nanoparticules form6es par des associations polymdre/proteine active et qui 

30 est obtenue en m61angeant 1 mg d'un polyglutamate greffe par l'alpha-tocopherol et 7 mg 
d'insuline dans 1 ml d'eau, k pH 7,0. 

Les polyaminoacides "modifies hydrophobes" amphiphiles selon la 
demande de brevet fran^ais N° 02 09670 comprennent des unites aspartique et/ou des 
unites glutamique, porteuses de greflbns hydrophobes comportant au moins un motif 

35 hydrophobe et relies aux unites aspartique el/ou glutamiques par l f intermediaire d'une 
rotule contenant deux fonctions amides, et plus precis6ment via un "espaceur" de type 
lysine ou ornithine. 
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Cette demande non publi6e divulgue sp6cifiquement une suspension colloidale qui 
contient des nanoparticules formees par des associations polymdre/prot6ine active et qui 
est obtenue en melangeant 10 nag d'xin polyglutamate grefiK avec de l'acide palmitique via 
un "espaceur" lysine et 200 UI d'insuline (7,4 mg) dans 1 ml d'eau, k pH 7,4. 
5 Les polyaminoacides "modifies hydrophobes"amphiphiles selon la demande de 

brevet firan$ais N° 03 50190 comprennent des unites aspartique et/ou des unites 
glutamique, dont certaines sont porteuses d f au moins un greffon reli6 a une unite 
aspartique ou glutamique, par rintermgdiaire d'un "espaceur" "acide amin6" k base de 
Leu, et/ou ILeu, et/ou Val, et/ou Phe, un groupement hydrophobe en C6-C30 6tant relte 

10 par une liaison ester k "l'espaceur". 

Cette demande non publiSe divulgue sp6cifiquement une suspension colloidale qui 
contient des nanoparticules formees par des associations polymdre/proteine active et qui 
est obtenue en melangeant une solution aqueuse contenant 10 mg d'un polyglutamate 
greflfe avec un greffon -Leu-OC8, -Val-OC12 ou -Val-cholest6ryle et 200 UI d'insuline 

15 (7,4 mg), par millilitre d'eau, a pH 7,4. 

La demande de brevet frangais N° 01 50641 divulgue des homopolyaminoacides 
lineaires, amphiphiles, anioniques, comprenant des unites aspartiques ou des unites 
glutamiques et dont les extr6mit6s sont porteuses de groupements hydrophobes 
coirportant de 8 a 30 atomes de carbone. 

20 En particulier, les homopolyaminoacides t616ch61iques "modifies hydrophobes" 

sont par exemple un poly[GluONa] k extr6mit6s PheOC18/C18 ou un poly[GluONa] k 
extr6mit6s PheOC18/alpha-tocoph6roL Cette demande non publiee d£crit Sgalement une 
suspension colloidale qui contient des nanoparticules formees par des associations 
polymdre/prot6ine active et qui est obtenue en melangeant 10 mg de Tun des polymdres 

25 susvis6s et 200 UI d'insuline (7,4 mg) par millilitre d'eau, k pH 7,4. 

La dur6e de liberation in vivo de l'insuline "vectoris6e" par les suspensions selon 
ces demandes non publiees, gagnerait a etre augments. 

En tout 6tat de cause, tout cet art ant&ieur sur les suspensions colloidales de 
nanoparticules de polyaminoacides modifies hydrophobes, ne r£vdle pas de formulation 

30 permettant : 

(I) d'accroitre suffisamment la dur6e de liberation de la proline active aprds injection 
par voie parent&rale, en particulier sous cutanSe ; 

(II) et/ou de x6duire le pic de concentration plasmatique de la prot&ne active aprds 
injection de la formulation la contenant 

35 Dans ces conditions, Tun des objectifs essentiels de la pr6sente invention est done 

de proposer une formulation phaxmaceutique liquide pour la liberation prolongee d ! IL(s), 
remSdiant aux carences de Tart ant&rieur, et en particulier permettant aprSs injection par 
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voie parenterale (e.g. sous cutanee), d'obtenir une duree de liberation in vivo prolongee 

pour des interleukdnes non denaturees. 

Un autre objectif essentiel de Invention est de proposer vine formulation 

pharmaceutique liquide a liberation prolong6e d'interleukine(s) in vivo, qui soit 
5 suffisamment fluide pour etre aisement injectable et sterilisable par filtration sur des filtres 

dont la taille des pores est inferieure ou egale k 0,2 microns. 

Un autre objectif essentiel de rinvention est de proposer une formulation 

pharmaceutique liquide k liberation prolongSe d'interleukine(s) in vivo, qui soit stable k la 

conservation tant sur le plan physico-chimique que biologique. 
10 Un autre objectif essentiel de rinvention est de proposer une formulation 

pharmaceutique liquide k liberation prolong6e d'interleukineCs) in vivo, qui pr6sente au 

moins l*une des propriet6s suivantes: biocompatibilite, biodegradabilit6, atoxicite, non- 

immunogdnicite, bonne tolerance locale. 

Un autre objectif essentiel de rinvention est de proposer une formulation 
15 pharmaceutique pour la liberation prolong6e lente d'interleukine(s) in vivo, cette 

formulation etant une suspension colloidale aqueuse de basse viscosite comprenant des 

particules submicroniques de polym^re PO auto-associ6es a au moins une interleukine(s), 

le polymdre PO etant un polymdre biodegradable, hydrosoluble et porteur de groupements 

hydrophobes. 

20 Un autre objectif essentiel de rinvention est de proposer une formulation 

pharmaceutique de liberation prolongte lente d'interleukineCs) in vivo, cette formulation 
etant une suspension colloidale aqueuse de basse viscosity comprenant des particules 
submicroniques de polymdre PO auto-associSes a au moins une interleukine, le polymfere 
PO etant, par exemple, im polyaminoacide form6 par des unites aspartiques et/ou des 

25 unites glutamiques, au moins une partie de ces unites etant porteuses de greffons 
comportant au moins un groupement hydrophobe (GH), PO etant en outre biodegradable, 
hydrosoluble, et amphiphile. 

Un autre objectif essentiel de rinvention est de proposer des produits derives et/ou 
des precurseurs de la formulation vis6e dans les objectifs sus enonc6s. 

30 D est en particulier du m6rite de la Demanderesse d'avoir mis au point des 

formulations pharmaceutiques liquides aqueuses de basse viscosite k temperature 
physiologique, qui, de fe?on surprenante, forment un depot g61ifi6 in vivo aprds 
administration parenteral ais6e chez l'homme ou les mammif&res k sang chaud, la 
formation de ce dep6t n f 6tant pas declench6e par un changement de pH, ni de ten?>6rature 

35 lors de Pinjection parenterale, ni encore de dispersion de solvant organique dans le milieu 
physiologique. Le d6p6t g61ifi6 ainsi forme augmente de fe$on significative la duree de 
liberation in vivo de 1TL in vivo . 
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D'ou il s'ensuit que l'invention concerne une formulation phannaceutique liquide 
pour la liberation prolong6e d'interleukine(s), cette formulation comprenant une 
suspension colloidale, aqueuse, de basse viscosite, a base de particules submicroniques de 
polym&e (PO) biodegradable, hydrosoluble et porteur de groupements hydrophobes (GH), 
5 lesdites particules etant associees de fa$on non covalente avec au moins une interleukine 
et eventuellement avec au moins un actif principe actif (PA), 
caract6ris6e : 

♦ en ce que le milieu dispersif de la suspension est essentiellement constitue par de 
1'eau, 

10 ♦ en ce qu'elle est apte a etre injectee par voie parent6rale et & former ensuite in vivo 
un d6p6t geiifie, cette formation de d6p6t geiifie : 

o 6tant, d'une part, au moins en partie provoqu6e par au moins une prot6ine 

physiologique pr6sente in vivo, 
o et permettant, d'autre part, de prolonger et de contrdler la dur6e de liberation du 
15 PA in vivo, au-dela de 24 h aprds l'administration, 

♦ en ce qu'elle est liquide dans les conditions d'injection, 

♦ et en ce qu'elle est egalement liquide k la temperature et/ou au pH physiologiques, 
el/ou en presence : 

* d'eiectrolyte physiologique en concentration physiologique, 
20 * et/ou d'au moins un tensioactif 

Avantageusement, cette geiification in vivo ne rdsulte pas d'un changement de pH 
el/ou de ten^erature, ni d'une dispersion in vivo d'un ou plusieurs solvants organiques 
eventuellement contenus dans la formulation inject6e. 

Sans vouloir §tre lie par la theorie, on peut penser que les proteines 
25 physiologiques pr6sentes in vivo dans des concentrations physiologiques, permettent 
l'agiegation des nanoparticules de PO associees k au moins une interleukine. Une telle 
geiification s'op&re, par exemple, en une ou plusieurs heures, 24 h, 48 h ou 72 h, entre 
autres. 

Conformement £ une forme optimisee de l'invention, la concentration en [PO] est 
30 telle qu'elle forme un depot g61ifi6 in vivo, aprSs injection parenterals 

Selon un mode de definition, qui n'est plus bas6 sur un comportement in vivo 
comme ci-dessus indique, mais sur un comportement in vitro, l'invention concerne une 
formulation phannaceutique liquide pour la liberation prolong6e d'interleukine(s) et, 
eventuellement d'autre(s) principe(s) actif(s) -PA- cette formulation : 
35 o etant liquide en atmosphere ambiante, 

o etant egalement liquide & la temperature et/ou au pH physiologiques et/ou en 
presence : 
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* d'eiectrolyte physiologique en concentration physiologique, 

* et/ou d'au moins un tensioacti£ 

o et comprenant une suspension colloidale, aqueuse, de basse viscosity, a base de 
particules submicroniques de polym&re PO biodegradable, hydrosoluble et 
5 porteur de groupements hydrophobes GH, lesdites particules 6tant associees de 

fe$on non covalente avec au moins une interleukine (et eventuellement au 
moins un autre principe actif) et le milieu dispersif de la suspension etant 
essentiellement constitu6 par de l'eau, 
caracteris6e en ce que sa concentration en [PO] est fixee k une valeur suffisamment 61ev6e 
10 pour permettre la formation de depot geiifie in vitro, apr&s injection parenterale, en 
presence d'au moins une prot6ine. 

De preference, la formulation pharmaceutique liquide selon l'invention est 
caracteris6e en ce que sa concentration en [PO] est telle que : 

■ [PO] > 0,9.C1, 

15 ■ de preference 20.C1 > [PO] > CI, 

■ etmieux encore 10.C1 > [PO] > CI, 

avec CI repiSsentant la concentration de "gilification induite" des particules de PO telle 
que mesur6e dans un test GL 

Le d6p6t g61ifie obtenu aprds injection parenterale de la formulation pennet une 
20 prolongation int6ressante de la dur6e de liberation de la proline ainsi qu*une induction du 
pic de concentration plasmatique d f interleukine(s). 

La dur6e de liberation des interleukines est significativement augments par 
rapport k celle des formulations de Tart anterieur, en particulier celles decrites dans la 
demande de brevet PCT publi6e WO-A-00/30618 et les demandes de brevet ftan9ais non 
25 publi6es N° s 02 07008, 02 09670, 03 50190 et 01 50641. 

La prolongation de la dur6e de liberation in vivo induite par les formulations selon 
l'invention, est d'autant plus appreciable que les interleukines lib£r6es sont toujours 
pleinement bioactives et non d6naturees. 

Les interleukines au sens du present expose sont indifferemment des interleukines 
30 non modifiees ou des interleukines modifiees, par exemple par greffage d'un ou de 
plusieurs groupements polyoxy6thyieniques. Parmi les proteines de la famille des 
interleukines, on peut titer: IL-1, EL-2, IL-1 1 , DL-12 et IL 1 8 

Dans tout le present expose, les arrangements supramol6culaires polymfere PO 
associe ou non k au moins une interleukine, et, eventuellement k au moins un autre PA, 
35 seront indifferemment d6sign6s par "particules submicroniques" ou "nanoparticules". Cela 
correspond k des particules de diamdtre hydrodynamique moyen (mesur6 selon un mode 
operatoire Md defini infra dans les exemples) e.g. compris entre 1 et 500 nm, de 
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preference entre 5 et 250 nm. 

En outre, il est tout k fait important de noter que ces formulations sont liquides, 
c'est-i-dire prSsentent avantageusement une viscosite trds foible, qui rend leur injection 
ais6e. Elles ne g61ifient qu'in vivo. 
5 Suivant 1'invention, les qualificatifs "liquide", "basse" ou "trds foible viscosite" 

correspondent, avantageusement, a une viscosity dynamique k 20 °C inferieure ou egale 
k 5 Pas. La mesure de reference pour la viscosite peut etre r6alis6e, par exemple, k 20 °C 
k l'aide d'un rh6om&re AR1000 (TA Instruments) 6quip6 d'une g6om6trie cone-plan 
(4 cm, 2°). La viscosity v est mesur6e pour un gradient de cisaillement de 10 s" 1 . 
10 Ainsi, la viscosite des formulations selon 1'invention peut §tre, par exemple, comprise 
entre 1.10' 3 et 5 Pa.s, de preference entre 1.10' 3 et 0,8 Pa.s et, phis preferentiellement 
encore, entre 1.10' 3 et 0,5 Pa.s. 

Cette feible viscosity rend les formulations de 1'invention non seulement ais6ment 
injectables par voie parent&ale, en particulier par voie intramusculaire ou sous-cutan£e, 
15 entre autres, mais aussi sterilisables ais6ment et k moindre cout par filtration sur des filtres 
de sterilisation de 0,2 jim de taille de pores. 

Cet etat liquide ou cette feible viscosity des formulations de 1'invention existe aussi bien a 
des temperatures d'injection correspondant k des temperatures ambiantes, par exemple 
comprises entre 4 et 30 °C, qu'i la teirp&ature physiologique. 

20 La formulation selon l'invention est, de pr6i&rence, une suspension colloidale 

aqueuse de nanoparticules associees a une ou plusieurs interleukines et 6ventuellement im 
ou plusieurs PA. Cela signifie que, conform6ment k 1'invention, le milieu dispersif de cette 
suspension est essentiellement forme par de l'eau. En pratique, cette eau repr6sente, par 
exemple, au mo ins 50 % en poids par rapport a la masse totale de la formulation. 

25 Au sens de Tinvention, le terme "proteine" d£signe aussi bien une proline qu'un 

peptide. Cette proteine ou ce peptide pouvant etre modifie ou non, par exemple, par 
greffage d'un ou de plusieurs groupements polyoxy6thyieniques. 

Par "prot6ines physiologiques", on entend, au sens de 1'invention, les prolines 
et/ou les peptides endogdnes des mammif&res k sang chaud presents sur le site d'injection. 

30 Par "temp6rature physiologique", on entend au sens de l'invention, la temperature 

physiologique des mammifSres k sang chaud, k savoir par exemple environ 37-42 °C. 

Par "pH physiologique", on entend, au sens de 1'invention, un pH par exemple 
compris entre 6 et 7,6. 

Par "gel", on entend, au sens de l'invention, un etat semi-solide dans lequel se 

35 transforme la formulation liquide selon 1'invention, et ce spontanement par la seule 
presence de prot6ine(s) physiologique(s), sans intervention essentielle du pH 
physiologique et/ou de la temperature physiologique et/ou de la presence d'un electrolyte 
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physiologique (Ca** e.g.) et/ou de la dispersion (ou dissipation) in vivo d*un solvant 
organique eventuellement present dans la formulation injectee. 

Par "electrolyte physiologique", on entend, au sens de l'invention, tout Element 
electrolyte (par exemple des ions Ca**) present chez les mammifSres a sang chaud. 
5 Par "concentration physiologique", on entend, au sens de l'invention, toute 

concentration physiologique rencontree chez les mammilSres a sang chaud, pour le milieu 
physiologique consider. 

En outre, les formulations selon l'invention sont non toxiques, bien toler^es 
localement et stables. 

10 n est egalement du merite des inventeurs d'avoir mis au point im test in vitro GI 

permettant de seiectionner une population des formulations pr6f6r6es selon l'invention et 
de determiner les concentrations idoines en PO dans les formulations. 

ConformSment k l'invention, le test GI de mesure de la concentration de 
g61ification CI, est un test de reference permettant de d6finir la concentration critique CI, 

15 denomm6e ci aprds concentration de geiification induite CI, qui caract&ise chaque 
formulation colloTdale selon Pinvention. 

Le test GI de determination de la concentration CI de geiification induite est le suivant : 

Afin de determiner la concentration CI, on prepare des formulations colloidales de 
concentrations variables en polymdre amphiphile selon Finvention et de concentration 

20 constante en proteine therapeutique. A cette fin on met en solution dans de l'eau de- 
ionis£e des quantity croissantes de poudre s&che du polymdre. Les solutions sont 
maintenues k 25 °C sous agitation magnetique durant 16 heures avant d'etre meiang6es 
avec une solution concentree en proteine therapeutique. Le volume et la concentration de 
cette solution de proteine therapeutique sont ajustes afin d'obtenir la concentration en 

25 proteine recherch6e pour la formulation [par exemple 2,5 mg/ml d'interleukine 2 (IL2)]. 

Les formulations colloidales ainsi pr6parees sont meiangees k une solution aqueuse 
d'albumine de serum bovin (BSA) concentree k 30 mg/ml, puis centriftig6es pendant 
IS minutes k 3000 t/min. Les melanges sont laiss£s sous agitation douce pendant 24 h 
avant d'etre r6cup6r6s pour gtre caracteris6s. 

30 Les mesures de viscoeiasticite sont eflfectuees sur un rheometre TA Instruments 

AR1000, equip6 d'une geom6trie cdne-plan (diamdtre 4cm et angle 1,59). Une 
deformation de 0,01 rad, situee dans le domaine de viscoeiasticite lin6aire, est impos6e de 
maniere sinusoldale sur une gamme de frequence comprise entre 0,1 et 300 rad/s. La 
temperature de l'echantillon est maintenue constante k 20°C par le biais d'une cellule 

35 Peltier. 

Les spectres en frequence du module eiastique G' et du module visqueux ou de 
perte, G", permettent de definir le temps de relaxation caracteristique Tr defini ici comme 
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Pinverse de la frequence a laquelle le module elastique G' croise le module visqueux G*\ 
On trouvera un expos6 detaillS de ces questions dans Fouvrage Ferry, Viscoelastic 
Properties of Polymers, J.D.Ferry, J.Wiley, NY, 1980 et dans Tarticle de X REGALADO 
et aL Macromolecules 1999, 32, 8580. 
5 La mesure du temps de relaxation Tr en fonction de la concentration en polymdre 

de la formulation permet de dSfinir la concentration CI a laquelle ce temps Tr excdde 1 
seconde. Des examples de valeurs de la concentration de gglification CI seront donn6s 
dans Fexemple 6 ci aprds. 

De la meme fa$on, on peut definir les concentrations C0,1 et C10 pour lesquelles 
10 le tenqps de relaxation dgpasse respectivement 0,1 s et 10 s. Ces concentrations se classent 
dans l'ordre croissant suivant : C0,1 < CI < C10. 

Suivant une variante de la formulation selon rinvention : 

> [PO] > C0,1, 

> depi£terence[PO] > CI, 

15 > et plus pr6f£rentiellement encore [PO] > C10. 

Suivant une caracteristique additionnelle avantageuse : [PO] < 20. CI 
Au sens de rinvention et dans tout le present expos6, les termes "association" ou 
"associer" employes pour qualifier les relations entre un ou plusieurs principes actife et les 
polymdres PO (par exemple les polyaminoacides), signifient en particulier que le ou les 
20 principes actife sont li6s au(x) polym£re(s) PO [par exemple le (ou les) polyaminoacide(s)] 
par une liaison non covalente, par exemple par interaction electrostatique et/ou 
hydrophobe et/ou liaison hydrogdne et/ou gSne sterique. 

Les polym&res PO selon rinvention sont des polymdres biod6gradables, 
hydrosolubles et porteurs de groupements hydrophobes GH. Les groupements 
25 hydrophobes peuvent 6tre en nombre r6duit vis & vis du reste de la chaine et peuvent se 
situer lateralement & la chaine ou intercates dans la chaine, et etre rgpartis de fa^on 
ateatoire (copolymSre statistique) ou r6partis sous forme de sequences ou de greffons 
(copolym&res blocs ou copolymdres s6quenc6s). 

Sans vouloir se limiter les polym&res PO modifies hydrophobes peuvent 6tre 
30 choisis dans le groupe comprenant les copolyaminoacides amphiphiles, les 
polysaccharides -de pr6f6rence dans le sous-groupe comprenant les pullulanes et/ou les 
chitosans et/ou les mucopolysaccharides-, les gelatines ou leurs melanges. 

Selon un mode pr&f&r6 de realisation de rinvention, PO est choisi parmi les 
copolyaminoacides amphiphiles. 
35 Au sens de rinvention et dans tout le present expos6, le terme « polyaminoacide » couvre 
aussi bien les oligoaminoacides comprenant de 2 k 20 unites "acide amin6" que les 
polyaminoacides comprenant plus de 20 unites "acide amnte". 
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De preference, les polyaminoacides selon la presents invention sont des oligom&res 
ou des homopolym&res comprenant des unites r£currentes acide glutamique ou aspartique 
ou des copolymdres comprenant un melange de ces deux types d'unites "acide amin6 lf . Les 
unites considerSes dans ces polymdres sont des acides amines ayant la configuration D ou 
5 L ou D/L et sont U6es par leurs positions alpha ou gamma pour Funite glutamate ou 
glutamique et alpha ou beta pour Funite aspartique ou aspartate. 

Les unites "acide aminS" pr6f6r6es de la chaine polyaminoacide principale sont 
celles ayant la configuration L et une liaison de type alpha. 

Suivant un mode encore plus pr6ftr6 de realisation de l'invention, le polymfcre PO 
est un polyaminoacide forme par des unites aspartiques et/ou des unites glutamiques, au 
mo ins une partie de ces unites 6tant porteuses de greffons comportant au moins un 
groupement hydrophobe GH. Ces polyaminoacides sont notamment du type de ceux 
d6crits dans la demande de brevet PCT WO-A-00/30618. 

Selon une premidre possibility, le (ou les) PO de la formulation sont d&finis par la 
formule g6n6rale (T) suivante : 




CO 

dans laquelle : 

■ R 1 reprfesente un H, un alkyle linSaire en C2 a CIO ou ramifte en C3 a 
CIO, benzyle, une unit6 acide amin6 terminale ou -R 4 -[GH] ; 

■ R 2 repr6sente un H, un groupe acyle lin6aire en C2 k CIO ou ramifte en 
C3 k CIO, un pyroghitamate ou -R 4 -[GETj ; 

■ R 3 est un H ou une entit6 cationique, de prSfSrence s61ectionn6e dans le 
groupe comprenant : 

- les cations mStalliques avantageusement choisis dans le sous-groupe 
comprenant : le sodium, le potassium, le calcium, le magnesium, 

- les cations organiques avantageusement choisis dans le sous-groupe 
comprenant : 

• les cations k base d'amine, 

• les cations k base d'oligoamine, 
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• les cations k base de polyamine (la polyethyldneimine etant 
particulidrement prefSree), 

• les cations a base d'acide(s) amine(s) avantageusement choisis 
dans la classe comprenant les cations a base de lysine ou 

5 d'arginine, 

- ou les polyaminoacides cationiques avantageusement choisis dans le 
sous-groupe comprenant la polylysine ou Toligolysine ; 

■ R 4 reprSsente une liaison directe ou un "espaceur" k base de 1 k 4 unites 
acide amine ; 

10 ■ A repigsente independamment un radical -CH 2 - (unite aspartique) ou - 

CH2-CH2- (unite glutamique) ; 

■ n/(n+m) est defini comme le taux de greffege molaire et sa valeur est 
suffisamment basse pour que PO mis en solution dans l'eau a pH 7 et a 25 
°C, forme une suspension colloidale de particules submicroniques de PO, 

15 de preference n/(n + m) est compris entre 1 a 25 % molaire et mieux 

encore entre 1 et 15 % molaire ; 

■ n + m est defini comme le degre de polymerisation et varie de 10 k 1000, 
de preference entre 50 et 300 ; 

■ GH repr6sente un groupement hydrophobe. 

20 Selon une deuxidme possibility, le (ou les) PO de la formulation r£pond a Time des 

formules generates (II), (HI) et (IV) suivantes : 



25 
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dans lesquelles : 

■ GH repr6sente un groupement hydrophobe ; 

■ R 30 est un groupement alkyle lin6aire en C2 a C6 ; 

■ R 3 ' est un H ou une entitS cationique, de pr6f6rence s&ectionnee dans le 
5 groupe comprenant : 

- les cations m6talliques avantageusement choisis dans le sous-groupe 
coirqprenant : le sodium, le potassium, le calcium, le magnesium, 

- les cations organiques avantageusement choisis dans le sous-groupe 
comprenant : 

!0 • les cations a base d'amine, 

• les cations k base d'oligoamine, 

• les cations k base de polyamine (la poly6thyteneimine 6tant 
particulferement pref6r6e), 

• les cations k base d'acide(s) amin6(s) avantageusement choisis 
l5 dans la classe comprenant les cations k base de lysine ou 

d'arginine, 

- ou les polyaminoacides cationiques avantageusement choisis dans le 
sous-groupe comprenant la polylysine ou Toligolysine, 

■ R 50 est un groupement alkyle, dialcoxy ou diamine en C2 k C6; 

20 ■ R 4 reprfeente une liaison directe ou un "espaceur" k base de 1 k 4 unites acide 

amin6 ; 

■ A repr6sente ind6pendamment un radical -CH 2 - (unite aspartique) ou -CH 2 - 
CH 2 - (unite ghitamique) ; 

■ n' + m f ou n"est d&Bni comme le degr6 de polymerisation et varie de 10 k 
25 1000, de pr6f6rence entre 50 et 300. 

Avantageusement, les n groupements GH du PO reptesentent chacun 
in<tependamment les uns des autres un radical monovalent de formule suivante : 



(GH) 

30 dans laquelle : 

- R 5 represente un methyle(alanine), isopropyle (valine), isobutyle 
(leucine), secbutyle (isoleucine), benzyle (phenylalanine) ; 

- R 6 reprfesente un radical hydrophobe comportant de 6 a 30 atomes de 
carbone; 

35 - lvariede0&6. 
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Selon une caract&cistique remarquable de l'invention, tout ou partie des 
groupements hydrophobes R 6 des PO sont choisis de fa?on independante, dans le groupe 

de radicaux comportant : 

■ un alcoxy lin6aire ou ramifie comportant de 6 k 30 atomes de carbone et 
5 pouvant comporter au moins un h6t6roatome (de pr£fi§rence O et/ou N 

et/ou S) el/ou au moins une insaturation, 

■ un alcoxy comportant 6 a 30 atomes de carbone et ayant un ou phisieurs 
carbocycles annel6s et contenant eventuellement au moins une insatu- 
ration et/ou au moins un h6t6roatome (de pr6i£rence O et/ou N et/ou S), 

10 ■ un alcoxyaryle ou un aryloxyaBcyle de 7 a 30 atomes de carbone et 

pouvant comporter au moins une insaturation et/ou au moins un h6t6ro- 
atome (de preference O et/ou N et/ou S). 
En pratique et sans que cela ne soit limitatif, le radical hydrophobe R 6 du greffon 
du PO est issu d'un piScurseur alcoolique choisi dans le groupe comprenant l'octanol, le 
15 dod6canol, le t6trad6canol, l*hexad£canoI, l'octadecanol, Foleylalcool, le tocopherol ou le 
cholesterol, 

Selon une premiere forme de realisation de l'invention, les chaines principales des 
polyaminoacides sont des homopolymdres d'alpha-L-glutamate ou d f alpha-L-glutamique. 

Selon une deuxfeme forme de realisation de Tinvention, les chaines principales des 
20 polyaminoacides sont des homopolymdres d'alpha-L-aspartate ou d'alpha-L-aspartique. 

Selon une troisteme forme de realisation de l'invention, les cha&ies principales des 
polyaminoacides sont des copolymdres d f alpha-L-aspartate/a%)ha-L-glutamate ou d'alpha- 
I^aspartique/dpha-I^glutemique. 

Avantageusement, la distribution des unites aspartiques et/ou glutamiques de la 
25 chatoe polyaminoacide principale du PO est telle que le polymdre ainsi constitu6 est soit 
aieatoire, soit de type bloc, soit de type multibloc. 

De preference, le PO mis en oeuvre dans la formulation selon l'invention a une 
masse molaire qui se situe entre 2 000 et 100 000 g/mole, et de preference entre 5 000 et 
40 000 g/mole. 

30 Suivant un premier mode pr6fer6 de realisation de Ja formulation, le radical 

hydrophobe R 6 du greffon du PO est issu d f un pr6curseur alcoolique ft>rm6 par le 
tocopherol : 

♦ 1%< [n/(n+m)]xl00 < 10% 
- ♦ de preference 3,5 %< [n / (n+m)]x 100 < 7,5 % 
35 ♦ n + m varie de 100 k 400, de preference entre 120 et 300. 
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Suivant un deuxieme mode prefere de realisation de la formulation, le radical 
hydrophobe R 6 du greffon du PO est issu d'un precurseur alcooHque forme par le 
cholesterol: 

♦ 1 % < [n / (n-Hm)]x 100 < 10 % 
5 ♦ de preference 3,5 % < [n / (n+m)] x 100 < 6,5 % 

+ n + m varie de 100 a 400, de preference entre 120 et 300. 
Dans ces deux modes prefores de realisation de la formulation de rinvention, il est 
avantageux que la concentration en polymere [PO] soit comprise entre 15 et 50 mg/ml. 

Selon une variante, le PO de la formulation selon rinvention est porteur d'au moins 
10 un greffon de type polyalkylene-glycol lie a une unite glutamate et/ou aspartate. 

Avantageusement, ce greffon de type polyalkylene-glycol est de formule (V) 
suivante : 

R 7 

15 (V) 
dans laquelle : 

- represente une liaison directe ou un "espaceur" a base de 1 a 4 unites 
acide amine ; 

- X est un heteroatome choisi dans le groupe comportant l'oxygene, l'azote 

20 ou un soufre ; 

- R 7 et R 8 representent indfependamment un H, un alkyle lineaire en CI h C4; 

- n"' varie de 10 & 1000, de preference de 50 k 300. 

En pratique, le polyalkyleneglycol est par exemple un polyethylene glycol 
n est souhaitable, conformement a rinvention, que le pourcentage molaire de 
25 greffage dupolyalkylene glycol varie de 1 & 30 %. 

Les polyaminoacides PO sont en outre extremement interessants, du fait qu'a un 
taux de greffage ajustable, ils se dispersent dans l'eau a pH 7,4 (par exemple avec un 
tampon phosphate) pour donner des suspensions colloidales. 

De phis, les principes actife que sont les interferons ou d'autres PA choisis parmi 
30 les prolines, les peptides ou les petites molecules, peuvent s'associer spontanement a des 
nanoparticules comprenant ces polyaminoacides PO. 

n convient de comprendre que les PO a base de polyaminoacides contiennent des 
fonctions carboxyhques qui sont, soit neutres (forme COOS), soit ionisees (anion COO0, 
selon le pH et la composition. Pour cette raison, la solubilite dans une phase aqueuse est 
35 directement fonction du taux de COOH libres des PO (non greffo par le motif hydrophobe) 
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et du pH. En solution aqueuse, le contre-cation peut etre tm cation metallique tel que le 
sodium, le calcium ou le magnesium, ou un cation organique tel que la triethanolamine, la 
tris(iydroxymetiiyl)-aminom6thane ou une polyamine tel que la poly6thyieneimine. 

Les PO de type polyaminoacides susceptibles d'etre utilises dans la formulation de 
5 rinvention sont, par exemple, obtenus par des methodes connues de rhomme de Tart. Les 
polyaminoacides statistiques peuvent etre obtenus par greffage du greffon hydrophobe, 
pr6alablement fonctionnalise par Tespaceur", directement sur le polym&re par une 
reaction classique de couplage. Les FO polyaminoacides blocs ou multiblocs peuvent etre 
obtenus par polymerisation sequentielle des anhydrides de N-carboxy-aminoacides (NCA) 
10 correspondants. 

On prepare par exemple un polyaminoacide, homopolyglutamate, 
homopolyaspartate ou un copolymdre glutamate/aspartate, bloc, multibloc ou aleatoire 
selon des methodes classiques. 

Pour l'obtention de polyaminoacide de type alpha, la technique la plus courante est 
15 bas6e sur la polymerisation d'anhydrides de N-carboxy-aminoacides (NCA), decrite, par 
exemple, dans l'article "Biopolymers, 1976, 15, 1869 et dans l'ouvrage de H.R. Kricheldorf 
" alpha- Aminoacid-N-carboxy Anhydrides and related Heterocycles" Springer Verlag 
(1987). Les derives dTSTCA sont de preference des derives NCA-O-Me, NCA-O-Et ou 
NCA-O-Bz (Me = Methyl, Et = Ethyle et Bz = Benzyle). Les polymdres sont ensuite 
20 hydrolyses dans des conditions appropriees pour obtenir le polymdre sous sa forme acide. 
Ces methodes sont inspires de la description donn6e dans le brevet FR-A-2 801 226 de la 
demanderesse. Un certain nombre de polymdres utilisables selon l'invention, par exemple, 
de type poly(alpha-L-aspartique), poly(alpha-L-glutamique), poly(alpha-D-glutamique) et 
poly(gamma-L-glutamique) de masses variables sont disponibles commercialement Le 
25 polyaspartique de type alpha-beta est obtenu par condensation de l'acide aspartique (pour 
obtenir un polysuccinimide) suivie d'une hydrolyse basique (c£ Tomida et al. Polymer 
1997,38, 4733-36). 

Le couplage du greffon avec une fonction acide du polymdre est realise aisement 
par reaction du polyaminoacide en presence d*un carbodiimide comme agent de couplage 

30 et optionnellement, un catalyseur tel que le 4-dim6lhylaminopyridine et dans un solvant 
approprie tel que la dimethylformamide (DMF), la N-methyl pyrrolidone (NMP) ou la 
dimethylsulfoxide (DMSO). Le carbodiimide est par exemple, le dicy clohexylcarbo - 
diimide ou le diisopropylcarbodiimide. Le taux de greffage est contrdie chimiquement par 
la stoechiometrie des constituants et reactifs ou le temps de reaction. Les greffons 

35 hydrophobes fonctionnalis6s par un "espaceur" sont obtenus par couplage peptidique 
classique ou par condensation directe par catalyse acide. Ces techniques sont bien connues 
de Fhomme de Part. 
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Pour la synthase de copolym&re bloc ou multibloc, on utilise des d6riv6s NCA 
pr6alablement synth6tis6s avec le greffon hydrophobe. Par exemple, le d£riv6 NCA- 
hydrophobe est copolymeris6 avec le NCA-O-Benzyl puis on enteve par hydrolyse 
s&ectivement Ira groupements benzyliques. 
5 La synthase de polyaminoacides PO conduit pr&ferablement a des suspensions 

aqueuses de nanoparticules de PO. 

De telles suspensions peuvent etre transformSes en poudres de nanoparticules de 
PO par s6chage, de maniere approprtee et connue de rhomme de Tart, comme par 
exemple : chauffage (6tuve....), T3 ^ se sous ^de, utilisation de dessiccants, lyophilisation, 
10 atomisation. 

Ces nanoparticules de PO, en suspension ou & l'6tat pulvdrulent, forment une 
mati&re premiere pour la preparation des formulations selon Tinvention. 

A ce propos, il peut €tre pr6cis6 que les formulations selon Tinvention r6sultent de 
l'association non covalente de nanoparticules a base d'au moins un PO et d'au moins un 
15 PA, dans un milieu liquide aqueux. 

Pour la pr6paration, le PO et/ou rinterleukine(s) (et/ou l'6ventuel PA 
supplfementaire) peut Stre sous forme solide (de pr6f6rence poudre) et/ou sous forme 
liquide (de pref&rence suspension aqueuse colloidale). 

L'association interleukine(s)/PO signifie au sens du pr6sent expos6 que le (ou les) 
20 interleukine(s) est (sont) associe(s) au(x) polymSre(s) PO [e.g. un ou plusieurs 
polyaminoacide(s)] par une ou plusieurs liaisons autre(s) qu'une (ou que des) liaison(s) 
chimique(s) covalente(s). 

Les techniques d f association d'un ou de plusieurs interleukines aux PO selon 
Tinvention, sont ctecrites notamment dans la demande de brevet WO-A-00/30618. Elles 
25 consistent a incorporer au moins une interleukine (et un ou plusieurs autres principe(s) 
actios) 6ventuels) dans le milieu liquide contenant des nanoparticules de PO, de manidre & 
obtenir une suspension colloidale de nanoparticules charg6es en ou associ6es avec une ou 
plusieurs interleukines (et un ou plusieurs autres principe(s) actios) 6ventuels). 

L'invention a done Sgalement pour objet un proc6d6 de pr6paration de la 
30 formulation susvis6e. 

Selon un premier mode pr£f6r6 de mise en oeuvre, ce proc6d6 est caract6ris6 en ce 
qu'il consiste essentiellement : 

♦ k mettre en oeuvre une suspension colloidale de nanoparticules d'au moins un 

PO, 

35 4 & m61anger cette suspension colloidale de nanoparticules de PO avec au moins 

une interleukine (et un ou plusieurs autres principe(s) actif(s) 6ventuels), de 
pr6f6rence en solution aqueuse, 
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+ a ajouter Eventuellement au moins un excipient, 

♦ au besoin k ajuster le pH et/ou Tosmolarite et, 

♦ Eventuellement k filtrer la suspension ainsi obtenue. 

Avantageusement, 14nterieukine(s) (et un ou plusieurs autres principe(s) actif(s) 
5 Eventuels) est sous fonne de suspension ou de solution aqueuse pour le melange avec la 
suspension colloidale de nanoparticules de PO. 

Selon un second mode de raise en oeuvre, ce procEdE est caractErisE en ce qu f il 
consiste essentiellement : 

♦ a mettre en oeuvre une poudre dau moins un polymEre PO, 

10 ♦ & mElanger cette poudre avec une suspension ou solution aqueuse d'au moins 

une interleuMne (et un ou plusieurs autres principe(s) actif(s) Eventuels), de 
prEfErence en solution aqueuse, 

♦ k ajouter Eventuellement au moins un excipient, 

♦ au besoin k ajuster le pH et/ou PosmolaritE et, 

15 + Eventuellement k filtrer la suspension ainsi obtenue. 

Les formulations ainsi obtenues peuvent egalement etre mises sous formes de gels, 
de poudre ou de film par les mEthodes classiques connues de Phomme de Part, telles que 
la concentration par diafiltration ou Evaporation, le couchage, l'atomisation ou la 
lyophilisation, entre autres, Ces mEthodes peuvent Etre Eventuellement combinees. 
20 D f oti il s'ensuit un troisiEme mode de mise en oeuvre du procEde de prEparation des 

formulations liquides selon Tinvention, ce troisiEme mode consistant essentiellement : 

4 k mettre en oeuvre une poudre issue du sEchage de la formulation liquide selon 
Tinvention telle que dEfinie ci-dessus, 

♦ k melanger cette poudre avec un milieu liquide aqueux, de prEference sous 

25 agitation, 

♦ k ajouter Eventuellement au moins un excipient, 

♦ au besoin k ajuster le pH et/ou PosmolaritE et, 

♦ Eventuellement k filtrer la suspension ainsi obtenue. 

Les excipients susceptibles d ! Etre rajoutEs sont par exemple des antimicrobiens, 
30 des tampons, des antioxydants, des agents permettant d'ajuster PisotonicitE qui sont 
connus de Phomme de Part. On pourra par exemple se rEfErer k Pouvrage : Injectable 
Drug Development, P.K. Gupta et aL, Interphaxm Press, Denver,Coloiado 1999. 

La filtration Eventuelle de la formulation liquide sur des filtres de porositE Egale, 
par exemple, k 0,2 urn, permet de la stEriliser. Elle peut Etre ainsi directement injectEe k un 
35 patient. 

Tous ces exemples de prEparation de formulations liquides selon Tinvention sont 
avantageusement rEalisEs en atmosphEre et k tempErature ambiantes (25 °C e.g.). 
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Suivant une disposition int6ressante de la formulation selon l'invention, sa fraction 
massique en interleukine(s) non associ6e(s) aux particules submicroniques [interleukine(s) 
non associ6e(s)] en % en poids est telle que : 

o [interleukine(s) non associee(s)] < 1 
5 o de preference [interleukine(s) non associSe(s)] < 0,5 

o et phis pr6f(Srenciellement [interleukine(s) non associ6e(s)] < 0, 1 . 
Conform6ment & 1'invention, rinterleukine pr£for6e est rinterleukine 2. 

Selon un autre de ses aspects, 1'invention englobe tout produit d6riv6 obtenu & 
10 partir de la formulation liquide selon 1'invention telle que d6finie supra et comprenant des 
particules submicroniques, form6es par des associations none covalentes PO / interleukine 
telles que definies ci-dessus. 

En pratique, ces produits d£riv£s peuvent notamment etre constitu6s par des 
poudres, des gels, des implants ou des films, entre autres. 
15 En outre, rinvention vise tout pr£curseur de la formulation liquide injectable telle 

que definie supra. 

S'agissant toujours de ces produits d£riv£s, il doit etre soulignS que rinvention 
concerne egalement un proc£de de preparation d'une poudre d£riv6e de la formulation 
telle que d£finie supra, ce proc&te 6tant caracteris6 en ce que ladite poudre est obtenue par 
20 sechage de la formulation telle que definie ci-dessus. 

La formulation selon rinvention est de preference pharmaceutique, sans exclure les 
formulations cosm6tiques, dietetiques ou phytosanitaires comprenant au moins un PO tel 
que d£fini ci-dessus et au moins une interleukine et 6ventuellement au moins un autre 
25 principe actif, 

Selon rinvention, l'6ventuel principe actif supplemental autre qu'une interleukine, 
peut etre une proteine, une glycoprotein, une proteine li6e & une ou plusieurs chaines 
polyalkyldneglycol [de preference PolyEthyteneGlycol (PEG) : "prot6ine-PEGyl6e"], un 
polysaccharide, un liposaccharide, un oligonucleotide, un polynucleotide ou un peptide- 

30 Ce principe actif suppl6mentaire peut etre s61ectionn6 parmi les h6moglobines, les 
cytochromes, les albumines, les interferons, les cytokines, les antigdnes, les anticorps, 
l'6rythropoietine, Pinsuline, les hormones de croissance, les facteurs VIH et DC, les 
facteurs stimulants de rh6matopoidse ou leurs melanges. 

Selon une variante, ce principe actif suppl6mentaire est une "petite" molecule 

35 organique hydrophobe, hydrophile ou amphiphile, par exemple les peptides tels que la 
leuprolide ou la cyclosporine ou les petites molecules telles que celles appartenant & la 
famille des anthracyclines, des taxoides ou des camptothScines et leurs melanges . 
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Paimi les qualites primordiales de la formulation selon l'invention, figurent son 
caractere injectable et sa capacite a former un dep6t sur le site d'injection, in vivo, par 
gelification ou encore par agregation des nanoparticules, en presence de proteines 
physiologiques ou analogues. 
5 La formulation selon l'invention peut notamment etre injectee par voie parenterale, 

sous-cutanee, intramusculaire, mtradermique, intraperitoneale, intracerebrale ou dans une 
tumeur. 

La formulation selon l'invention peut aussi 6tre administree par voie orale, nasale, 
vaginale, oculaire oubuccale. 
10 Avantageusement, la formulation est destinee a la preparation de medicaments, en 

particulier pour administration parenterale, sous-cutan6e, intramusculaire, intradermique, 
intraperitoneale, intracerebrale ou dans une tumeur, voire par voie orale, nasale, vaginale 
ou oculaire. 

Bien que la formulation selon l'invention soit de preference pharmaceutique, cela 
15 n'exclut pas pour autant les formulations cosmetiques, dietetiques ou phytosanitaires 
comprenant au moins un PO tel que defini ci-dessus et au moins un principe actif 
correspondant. 

Selon encore un autre de ses aspects, l'invention vise un precede de preparation de 
medicaments, en particulier pour administration parenterale, sous-cutanee, intra- 

20 musculaire, mtradermique, intraperitoneale, intracerebrale ou dans une tumeur, voire par 
voie orale, nasale, vaginale ou oculaire, caracterise en ce qu'il consiste essentiellement a 
mettre en oeuvre au moins une formulation sus-definie et/ou tout produit derive et/ou tout 
precurseur de ladite formulation. 

L'invention concerne egalement une methode de traitement therapeutique 

25 consistant essentiellement a administrer la formulation telle que decrite dans le present 
expose, par voie parenterale, sous-cutanee, intramusculaire, intradermique, 
intraperitoneale, intracerebrale ou dans une tumeur, voire par voie orale, nasale, vaginale 
ou oculaire. 

Suivant une variante particuliere de l'invention, cette methode de traitement 
30 therapeutique consiste essentiellement a administrer la formulation telle que decrite supra 
par injection parenterale, sous-cutanee, intramusculaire, intradermique, intraperitoneale, 
intracerebrale ou dans une tumeur, de preference de maniere a ce qu'elle forme un depot 
gelifie/reticule sur le site d'injection. 

L'invention sera mieux comprise et ses avantages et variantes de mise en ceuvre 
35 ressortiront bien des exemples qui suivent et qui decrivent la synthese des PO formes par 
des polyaminoacides greffes par un groupement hydrophobe, leur transformation en 
systeme de bberation prolongee d*une interleukine, a savoir en formulation selon 
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rinvention (suspension colloidale aqueuse stable) et qui d&nonstrent de la capacit6 dW tel 
syst&ne non seulement de s'associer a une interleuMne, mais surtout de g61ifier/reticuler 
pour lib6rer de mani£re trds prolongSe in vivo les interleukines. 

5 

DESCRIPTION DES FIGURES 

Figure 1 : Courbes des Concentrations plasmatiques d'IL2 (picogramme/ml) relev6es 
chez le singe aprds injection sous cutan6e 
10 • de la formulation d'IL2 (E) selon l'invention (exemple 7) : 

— > courbe — □— 

• de la formulation d'IL2 (F) temoin hors de l'invention (exemple 7) : 

courbe — #— #— , 

• et de la formulation dTL2 (G) t&noin hors de l'invention (exemple 7) : 
15 — > courbe 

en fonction du temps T en heures et & une dose d'IL2 de 0 ,5 mg/kg . 

EXEMPLES 

20 Exemple 1 : Polymere amphiphile PI. 

Synthase d f un polyglutamate greffe par Falpha-tocoph^rol d'origine synth6tique 

On solubilise 5,5 g dun alpha-L-polyglutamate (de masse 6quivalente & environ 10 000 
par rapport & un standard en polyoxy6thyldne et obtenue par polymerisation de 
NCAGluOMe suivi dune hydrolyse comme decrits dans la demande de brevet 

25 FR-A-2 801 226) dans 92 ml de dim6thylformamide (DMF) en chauffant a 40°C pendant 
2 heures. Une fois le polymdre solubilisg, on laisse revenir la temperature k 25 °C et on 
ajoute successivement 1,49 g de D,L-alpha-tocoph6rol (> 98 % obtenu de Fluka®) 
pr£alablement sohibilis6 dans 6 ml de DMF, 0,09 g de 4-dimethylaminopyridine 
pr£alablement solubilisS dans 6 ml de DMF et 0,57 g de diisopropylcarbodiimide 

30 prSalablement sohibilisS dans 6 ml de DMF. Apr£s 8 heures k 25 °C sous agitation, le 
milieu r6actionnel est vers6 dans 800 ml d'eau contenant 15 % de chlorure de sodium et 
d'acide chlorhydrique (pH 2). Le polymdre pr6cipit6 est ensuite r£cup£r6 par filtration, 
lav£ par de l'acide chlorhydrique 0,1 N puis par de l'eau. Le polym&e est ensuite 
resohibilisS dans 75 ml de DMF puis repr6cipit6 dans de l'eau contenant comme 

35 pr£c£demment du sel et de l'acide a pH 2. AprSs deux lavages h l'eau, on lave plusieurs 
fois par de Tether diisopropylique. Le polymdre est ensuite s£che a l'Stuve sous vide a 
40 °C. On obtient un rendement de 1'ordre de 85 %. 
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Exemple 2 : Polymeres ampbiphiles PI, P2, P3, P4, P5 et P6. 

Ces polymeres sont obtenus de la meme facon que pour 1'obtention du polymere PI. Le 
tableau 1 ci-dessous resume les caracteristiques de ces polymeres. Celles du polymere PI 
sont donnees a thre de comparaison. 

5 

TABLEAU 1 



Polymere 


Mb 1 g/mol du 
polyglutamate 


Group ement 
hydrophobe 


% de greflage 
(RMN) 2 


Mn 1 g/mol 
du polymere 


PI 


10 000 


alpha-tocopherol 3 


7 


13 900 


P2 


10 000 


alpha-tocopherol 3 


4 


14 400 


P3 


16 900 


alpha-tocopherol 


4 


15 200 


P4 


10 000 


cholesterol 


5 


11 500 


P5 


i 16 900 


cholesterol 


5 


12 900 


P6 


10 000 


n-Dodecanol 


15 


11 500 



1 En equivalent polyoxyethylene. 



2 Taux de greflage molaire estime par la RMN du proton. 
10 3 d'origine synthetique 

Exemple 3: Preparation d'une formulation d'IhterLeuldne-2 (IL2) 
longue action selon la presente invention a base du polymere P3. 

15 On introduit dans un flacon la quantite de poudre lyophilisee du polymere amphiphile et 
d'eau sterile necessaire pour obtenir une concentration en polymere egale a X = 1,3 fois la 
concentration finale recherchee dans la formulation. La dissolution du polymere est 
prolonged 16 heures sous agitation magnetique. 

La quanttte necessaire d'IL2 lyophilisee (Prospec) est concentree a X/(X-1) fois la 

20 concentration finale recherchee. 

La concentration precise de la solution d' BL2 concentree est determinee par dosage UV a 
280 nm a l'aide d'un spectrophotometre UV Perkin Elmer Lambda 35. 
Cette solution d'IL2 est filtree sur 0,8-0,2 um et stockee a 4°C. Son pH est ajuste a pH 1 1 
par ajout de NaOH 1 M. On nomme Y le rapport de la concentration en proteine de cette 

25 solution a la concentration souhaitee dans la formulation. 

On procede ensuite au melange a temperature ambiante de la solution de proteine et de la 
solution de polymere. Pour un volume de polymere, on rajoute X-l volumes de solution de 
proteine. Le pH et l'osmolarite sont ajustes a pH 7,4 ± 0,2 et a 300 ± 20 mOsm. 
Ainsi, pour preparer une formulation d'IL2 longue action selon l'invention a base du 

30 polymere P3 contenant 20 mg/ml de polymere P3 et 2,5 mg/ml d , E,2, la solution initiale 
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de polymere est concentree a 26 mg/ml. La solution indtiale d'IL2 est concentree a 
1 1 mg/ml. Pour un volume de polymere, on rajoute 0,3 volumes de solution de proteine. 

5 Exemple 4 : Mesure du diametre hydrodynamique moyen des 
nanoparticules de differents polymeres PO selon l'invention 

Le diametre hydrodynamique moyen des particules de polymere PO selon l'invention est 

mesure selon le Mode operatoire Md defini ci-apres . 

Les solutions de PO sont preparees a des concentrations de 1 ou 2 mg/ml en milieu NaCl 
10 0,1 5M et laissees sous agitation pendant 24 h. Ces solutions sont ensuite filtrees sur 0,8- 
0,2 um, avant de les analyser en diffusion dynamique de la lumiere grace a un appareil de 
type Brookhaven, fonctionnant avec un feisceau laser de longueur d'onde 488 nm et 
polaris6 verticalement. Le diametre hydrodynamique des nanoparticules de polymere PO 
est calcule a partir de la fonction d'autocorrelation du champ electrique par la methode des 
15 cumulants, comme decrit dans l'ouvrage « Surfactant Science Series » volume 22, 
Surfactant Solutions, Ed. R. Zana, chap. 3, M. Dekker, 1984. 

On obtient les r^sultats suivants pour les polymeres PO P2 P3 P4 et P6 de l'exemple 2 : 

TABLEAU 2 



PolymSre 


Diametre hydrodynamique moyen (nm) 


P2 


60 


P3 


90 


P4 


30 


P6 


15 



20 



Exemple 5 : Association spontanee d'une proline aux nanoparticules de 
polymere PO 

Une solution de tampon phosphate a 25 mM est preparee a partir de poudre de NaH2P0 4 
25 (Sigma ref S-0751) et ajustee avec de la soude IN (SDS ref 3470015) a pH = 7,2. 

Une suspension colloidale de nanoparticules de polymere PI est preparee par dissolution 
pendant une nuit du polymere lyophilise a 5 mg/ml dans la solution de tampon phosphate 
prec6dente. 

Une solution mere de BSA (Sigma A-2934) est preparee par dissolution pendant deux 
30 heures de proteine a 10 mg/ml dans le mime tampon. 

Les solutions meres ainsi que le tampon sont filtrees sur 0,22 um. 

Des melanges sont realises par ajout de volumes predetermines des deux solutions meres 
et dilution dans le tampon phosphate de fecon a avoir au final une gamme d'echantillons 
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ayant une concentration constante en polymere (0,1 mg/ml) et des concentrations 
croissantes de proteines (0 k 1,8 mg/ml). 

Leg ecnantfflons sont laisses 5 hemes a associer a 25 °C puis ils sont analyses par 
electrophorese capillaire dans une methode dite frontale ou il est possible de visualiser 

5 separement la proteine et le complexe proteine - polymere. Pour plus de details sur cette 
technique, on consultera Particle suivant : Gao JY, Dublin PL, Muhoberac BB, Anal. 
Chem. 1997, 69, 2945. Les analyses sont realisees sur un appareil Agilent G16000A muni 
d'un capillaire a bulle en silice fondue (type Gl 600-62-232). La hauteur du premier 
plateau correspondant a la proteine libre permet de determiner la concentration en BSA 

10 non associee. L'experience montre que pour des quantites de proteines inforieures a 0,1 g 
de proteine par g de polymere, la proteine est associee aux nanoparticules de polymere. 

Exemple 6 : Determination de la concentration de gelification CI pour 
15 les polymeres PO PI, P3 et P6. 

Le test GI est applique a des formulations d'IL2 associees aux polymeres PI, P3 et P6 des 
exemples 1 et 2. Les concentrations en proteines de ces formulations sont reportees dans le 
tableau ci dessous. La mesure du temps de relaxation des formulations en presence de 
BSA (concentration 30 mg/ml) s'effectue selon le mode operatoire du test GI. La 
20 concentration critique CI, pour laquelle le temps de relaxation excede Is est reportee sur 
le tableau 3 pour HL-2 : 

TABLEAU 3 : 

Concentration de gelification induite pour des formulations d'IL2 



Polymere 


PI 


P3 


P6 


Concentration 
enIL2 
(mg/ml) 


2,5 


2,5 


2,5 


Concentration 
CI (mg/ml) 


17 


17 


>50 



25 

Exemple 7 : Pharmacocineiique de l'interleukine 2 (IL2) chez le singe 
apres injection sous cutan^e de diverses formulations a base de 
polyaminoacides amphiphiles. 

30 Les formulations suivantes sont preparees selon le mode operatoire decrit dans 
l'exemple 3. 
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TABLEAU 4 



Reference 


Polymere 


Concentration en 
polymere 
(mg /ml) 


Concentration en 
EL2 
(mg /ml) 


E 


PI 


30 


2,5 


F 


P3 


20 


2,5 


G 


P6 


40 


2,5 



Les formulations E et F, qui ont une concentration en polym&re sup6rieure k la 
5 concentration de g&ification CI mesuree dans l'exemple 6 appartiennent done a la 
selection selon l'invention. En revanche, la formulation G a une concentration inf6rieure d, 
la concentration de g61ification CI et n'appartient pas & la selection selon l'invention. 

Ces formulations sont inject6es k la dose 0,5 mg / kg k des singes Cynomolgus. Des 
pr6tevements de plasma sont effectuSs aux temps 1, 5, 11, 24, 36, 48, 72, 96, 120, 144, 
10 168 et 240 heures. La concentration plasmatique en TL2 est mesurSe sur ces pr6tevements 
par dosage ELISA (kit Immunotech IM 3583). 

Les temps Tmax et T50 pour les formulations E, F et G sont reports dans le tableau 5 
ci-dessous. 

TABLEAU 5 



Ref&ence 
formulation 


Tmax(h) 


T50(h) 


E 


32 


34,5 


F 


32 


37,5 


G 


4 


10,5 ; 



Ainsi, les formulations E et F, qui appartiennent a la selection selon l'invention, presentent 
une dur6e de liberation considerablement accrue par rapport a la formulation G qui 
n'appartient pas a la selection selon l'inweslaon. 

20 

Exemple 8 : Observation de la g&ification in vivo des formulations selon 
l'invention apres injection sous-cutanee. 

Le comportement sous cutane des formulations selon l'invention a 6t6 6tudie chez le pore 
domestique. On a procedS a des injections sous la peau du ventre, a 4 mm de profondeur, 
25 de six pores domestiques, avec 0,3 ml des formulations suivantes : 

Formulation A : solution aqueuse isotonique a pH 7,3 du polymere P6 de l'exemple 2 
concentre a 45 mg/ml. 
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Formulation B : solution aqueuse isotonique a pH 7,3 du polymere PI de l'exemple 1 
concentre a 20 mg/mL 

Les sites injectes ont ete preleves 72 heures apres adtninistration. L'examen histologique 
revele la presence d'un dep6t gelifie de polymere pour la formulation B. II se presente 
5 sous forme de plages uniformement colorees. Ce phenomene n'est en revanche pas 
observe pour la formulation A pour laquelle le polymere est infiltre entre les fibres de 
collagene. 

On peut souligner que la matrice de polymere B est parfaitement bio degradable car le 
tissu est completement revenu a son etat normal apres 21 jours. 



10 
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REVENDICATIONS 

-1- Formulation pharmaceutique liquide pour la liberation prolongee 
d'interleukine(s), cette formulation comprenant une suspension colloidale, aqueuse, de 
5 basse viscosite, a base de particules submicroniques de polymdre (PO) biodegradable, 
hydrosohible et porteur de groupements hydrophobes (GH), lesdites particules etant 
assocites de fegon non covalente avec au moins une interleukine et 6ventuellement avec 
au moins un autre principe actif (PA), 
caract6risee : 

10 ♦ en ce que le milieu dispersif de la suspension est essentiellement constitu6 par de 
l'eau, 

♦ en ce quelle est apte k 6tre injectee par voie parent6rale et k former ensuite in vivo 
un d6p6t geiifie, cette formation de depot g61ifi6 : 

o etant, d'une part, au moins en partie provoquSe par au moins une proteine 
15 physiologique presents in vivo, 

o et permettant, d'autre part, de prolonger et de contrdler la dur6e de liberation du 
PA in vivo, au-del& de 24 h apr£s l'administration, 

♦ en ce qu'elle est liquide dans les conditions d'injection, 

♦ et en ce qu'elle est egalement liquide a la temperature et/ou au pH physiologiques, 
20 et/ou en presence : 

* d'eiectrolyte physiologique en concentration physiologique, 

* el/ou d'au moins un tensioactif 

- 2 - Formulation selon la revendication 1, caract6ris6e en ce que sa concentration en 
25 [PO] est fix6e k une valeur suffisamment 61evee pour permettre la formation de d6pdt 

geiifie in vivo, aprds injection parent6rale, en presence d'au moins une prot6ine 
physiologique. 

- 3 - Formulation pharmaceutique liquide pour la liberation prolongee d'interleukine(s) 
30 et, 6ventuellement d'autre(s) principe(s) actif(s) -PA-, cette formulation : 

o etant liquide en atmosphdre ambiante, 

o etant egalement liquide k la temperature et/ou au pH physiologiques et/ou en 



* d'eiectrolyte physiologique en concentration physiologique, 
35 * e1/ou d'au moins un tensioactif 

o et comprenant une suspension colloidale, aqueuse, de basse viscosite, k base de 
particules submicroniques de polymdre PO biodegradable, hydrosoluble et 
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porteur de groupements hydrophobes GH, Indites particules 6tant associees de 
fefon non covalente avec au moins un principe actif PA et le milieu dispersif de 
la suspension etant essentiellement constifcte par de l'eau, 

caracteris6e en ce que sa concentration en [PO] est fix6e a une valeur sufBsamment 61ev6e 
5 pour permettre la formation de depot gelifi6 in vitro, aprds injection parenteral, en 

presence d'au moins une proline. 

- 4 - Formulation selon rune quelconque des revendications pr6c6dentes, caracteris6e en 
ce que sa concentration en [PO] est telle que: 

10 ■ [PO] > 0,9.C1, 

■ depr6terence20.Cl > [PO] > CI, 

■ et mieux encore 10.C1 > [PO] > CI 

avec CI reptesentant la concentration de "gelification induite" des particules de PO telle 
que mesur£e dans un test GL 

15 

- 5 - Formulation selon Tune quelconque des revendications pr6c6dentes, caracteris6e en 
ce que sa viscosite h 25 °C est infSrieure ou 6gale k 5 Pa.s. 

- 6 - Formulation selon Pune quelconque des revendications pr6c6dentes, caracteris6e en 
20 ce que le polymdre PO est un polyaminoacide fomte par des unites aspartiques et/ou des 

unites glutamiques, au moins une partie de ces unites 6tant porteuses de greffons 
comportant au moins un groupement hydrophobe (GH). 

- 7 - Formulation selon la revendication 6, caracterisSe en ce que le (ou les) PO sont 
25 dfefinis par la formule g&terale (I) suivante : 



H 



.COOR 3 





P A 1 


^n 


:rr. 



.NHR 1 



dans laquelle : 

30 ■ R 1 reptesente un H, un alkyle lhteaire en C2 & C10 ou ramifi6 en C3 & 

C10, benzyle, une unite acide amnte terminale ou -R 4 -[GH] ; 
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■ R 2 repr6sente un H, un groupe acyle linSaire en C2 a CIO ou ramifi6 en 
C3 k CIO, un pyroglutamate ou -R 4 -[GH] ; 

■ R 3 est un H ou une entit6 cationique, de pr6ftrence selectionnSe dans le 
groupe comprenant : 

5 - les cations m6talliques avantageusement choisis dans le sous-groupe 

comprenant : le sodium, le potassium, le calcium, le magnesium, 

- les cations organiques avantageusement choisis dans le sous-groupe 
comprenant : 

• les cations k base d'amine, 

10 • les cations a base d'oligoamine, 

• les cations k base de polyamine (la polyethyldneimine 6tant 
particulidrement pr6f6ree), 

• les cations k base d'acide(s) amine(s) avantageusement choisis 
dans la classe comprenant les cations k base de lysine ou 

15 d'arginine, 

- ou les polyaminoacides cationiques avantageusement choisis dans le 
sous-groupe comprenant la polylysine ou Toligolysine ; 

■ R 4 reprSsente une liaison directe ou un "espaceur" k base de 1 k 4 unites 
acide amin6 ; 

20 "A reprSsente indSpendamment un radical -CH 2 - (unite aspartique) ou - 

CH2-CH2- (unit6 glutamique) ; 

■ n/(n+m) est d6fini comme le taux de gref&ge molaire et varie de 0,5 k 
100 % molaire ; 

■ n/(n+m) est d&fini comme le taux de greffoge molaire et sa valeur est 
25 suffisamment basse pour que PO mis en solution dans l'eau k pH 7 et k 25 

°C, forme une suspension colloTdale de particules submicroniques de PO, 
de pr6f6rence n/(n + m) est compris entre 1 a 25 % molaire et mieux 
encore entre 1 et 15 % molaire; 

■ n + m varie de 10 a 1000, de preference entre 50 et 300 ; 
30 ■ GH repr&sente un groupement hydrophobe. 

- 8 - Formulation selon la revendication 6, caract6ris6e en ce que le (ou les) PO r6pond 
k rune des formules g6n£rales (II), (HI) et (TV) suivantes : 
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5 




dans lesquelles : 

■ GH reprSsente un groupement hydrophobe ; 

■ R 30 est un groupement alkyle lineaire en C2 a C6 ; 

10 ■ R 3 ' est un H ou une entitS cationique, de pr6f6rence s61ectionn6e dans le 

groupe comprenant : 

- les cations m6talliques avantageusement choisis dans le sous-groupe 
coirprenant : le sodium, le potassium, le calcium, le magnesium, 

- les cations organiques avantageusement choisis dans le sous-groupe 
15 comprenant : 

• les cations & base d'amine, 

• les cations a base d'oligoamine, 

• les cations a base de polyamine (la poly&hyteneimine 6tant 
particulidrement pr6f6r6e), 

20 • les cations & base d'acide(s) amin6(s) avantageusement choisis 

dans la classe comprenant les cations a base de lysine ou 
d'arginine, 

- ou les polyaminoacides cationiques avantageusement choisis dans le 
sous-groupe comprenant la polylysine ou l'oligolysine, 

25 ■ R 50 est un groupement alkyle, dialcoxy ou diamine en C2 a C6 ; 

■ R 4 repi6sente une liaison directe ou un "espaceur" a base de 1 a 4 unites 
acide amin6 ; 
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■ A repr6sente independamment un radical -CH 2 - (unite aspartique) ou - 
CH2-CH2- (unite ghitamique) ; 

■ n' + m' ou n"est defini comme le degre de polymerisation et varie de 10 & 
1000, de preference entre 50 et 300. 

-9- Formulation selon la revendication 7 ou 8, caract6ris£e en ce que les n 
groupements GH du PO reprSsentent chacun independamment les uns des autres un 
radical monovalent de formule suivante : 




dans laquelle : 

- R 5 represent© un methyle(alanine), isopropyle (valine), isobutyle 
(leucine), secbutyle (isoleucine), benzyle (phenylalanine) ; 

- R 6 repr6sente un radical hydrophobe comportant de 6 & 30 atomes de 
carbone ; 

- 1 varie de 0 k 6. 

- 10 - Formulation selon la revendication 9, caracteris6e en ce que tout ou partie des 
radicaux hydrophobes R 6 des PO sont choisis de fa$on ind6pendante dans le groupe de 

radicaux comportant : 

■ un alcoxy lineaire ou ramifie comportant de 6 k 30 atomes de carbone et 
pouvant comporter au moins un het6roatome (de preference O et/ou N 
et/ou S) et/ou au moins une insaturation, 

■ un alcoxy comportant 6 k 30 atomes de carbone et ayant un ou plusieurs 
carbocycles annel6s et contenant 6ventuellement au moins une insatu- 
ration et/ou au moins enrfaeteroatome (de preference O et/ou N et/ou S), 

■ un alcoxyaryle ou un aryloxyaflcyle de 7 k 30 atomes de carbone et 
pouvant comporter au moins une insaturation et/ou au moins un h6t6ro- 
atome (de preference O et/ou N et/ou S). 

- 11 - Formulation selon la revendication 9 ou 10, caracteris6e en ce que le radical 
hydrophobe R 6 du greffon du PO est issu d f un pr6curseur alcoolique choisi dans le groupe 
comprenant Toctanol, le dod6canol, le tettadecanol, l'hexadecanol, l'octad6canol, 
35 Toleylalcool, le tocopherol ou le cholesterol. 



20 



25 



30 
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- 12 - Formulation selon la revendication 6, caracterisee en ce que le PO est constitute 
d\m homopolymere d'alpha-L-glutamate ou d'a^ha-L-glutamique. 

5 - 13 - Formulation selon la revendication 6, caracterisee en ce que le PO est constitue 
d'un homopolymere d'alpha-L-aspartate ou d'alpha-L-aspartique. 

- 14 - Formulation selon la revendication 6, caracterisee en ce que le PO est constitue 
d'un copolymere d'alpha-L-aspartate/alpha-L-glutamate ou d'alpha-L-aspartique/alpha-L- 
10 glutamique. 

- 15 - Formulation selon la revendication 14, caracterisee en ce que dans le PO, la 
distribution des unites aspartiques et/ou glutamiques porteuses de greffons comportant au 
moins un motif GH est telle que le polymeie ainsi constitue est soit aleatoire, soit de type 
15 bloc, soit de type multibloc. 

- 16 - Formulation selon la revendication 1, caracterisee en ce que la masse molaire du 
PO se sitae entre 2 000 et 100 000 g/mole, et de preference entre 5 000 et 40 000 g/mole. 

20 - 17 - Formulation selon la revendication 7, caracterisee en ce que le radical hydrophobe 
R 6 du gieffon du PO est issu d'un precurseur alcoolique forme par le tocopherol et en ce 
que : 

♦ 1 % < [n / (n+m)]x 100 < 10 % 

♦ de preference 3,5 %< [n / (n+m)]x 100 < 7,5 % 

25 + n + mvariede 100 a 400, de preference entre 120 et 300. 

- 18 - Formulation, selon la revendication 7, caracterisee en ce que le radical hydrophobe 
R 6 du greffon du PO est issu d'un precurseur alcoolique forme par le cholesterol: 

♦ 1 % < [n / (n+m)]x 100 < 10 % 

30 ♦ de preference 3,5 % < [n / (n+m)] x 100 < 6,5 % 

♦ n + m varie de 100 a 400, de preference entre 120 et 300. 

-19- Formulation selon la revendication 17 ou 18, caracterisee en ce que la 
concentration en polymere [PO] est comprise entre 15 et 50 mg/ml. 

35 

-20- Formulation selon Tune quelconque des revendications 1 a 19, caracterisee en ce 
que sa viscosit6 a 25 °C est inferieure ou egale a 5 Pa.s 
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- 21 - Formulation selon rune quelconque des revendications 1 a 20, caracterisee en ce 
que les polymdres modifies hydrophobes PO sont selectionnSs dans le groupe comprenant: 
les polyaminoacides, les polysaccharides -de preference dans le sous-groupe comprenant 

5 des pullulanes et/ou les chitosans et/ou les mucopolysaccharides-, les gelatines ou leurs 
melanges. 

- 22 - Foimulation selon Tune quelconque des revendications 1 a 21, caract6risee en ce 
que sa ftaction massique en interleukine(s) non associ6e(s) aux particules submicroniques 

10 [interleukine(s) non associ6e(s)] en % en poids est telle que : 
o [interleukine(s) non associee(s)] < 1 
o de preference [interleukine(s) non associ6e(s)] < 0,5 
o et plus pr&f&renciellement [interleukine(s) non associ6e(s)] < 0,1. 

15 - 23 - Fonnulation selon Tune quelconque des revendications 1 k 22, caracterisee en ce 
que rinterleukine est 1'interleukine 2. 

- 24 - Foimulation selon Tune quelconque des revendications 1 k 23, caracterisee en ce 
que le (ou les) principe(s) actios) supptementaire(s) autre que l f (ou les)interleukine(s) est 

20 une proline, une glycoprotein, une proteine H6e k une ou plusieurs chaines 
polyalkyteneglycol [de preference poly6thyteneglycol (PEG) : "proteine-PEGyl6e"], un 
polysaccharide, un liposaccharide, un oligonucleotide, un polynucleotide ou un peptide, ce 
(ou ces) principe(s) actios) suppl6mentaire(s) 6tant de preference s61ectionn6(s) parmi les 
h6moglobines, les cytochromes, les albumines, les interferons, les cytokines, les antigdnes, 

25 les anticorps, l'erythropoietine, l'insuline, les hormones de croissance, les fecteurs VHI et 
EX, les fecteurs stimulants de rh6matopoI6se ou leurs melanges. 

- 25 - Fonnulation selon Tune quelconque des revendications 1 k 24, caract6ris6e en ce 
qu'elle est injectable par voie parent6rale, sous-cutan6e, intramusculaire, intradermique, 

30 intrap6riton6ale, intrac6r6brale ou dans une tumeur. 

- 26 - Formulation selon Time quelconque des revendications 1 k 25, caract6ris6e en ce 
qu'elle est destin6e a la preparation de medicaments, en particulier pour administration 
parent6rale, sous-cutan6e, intramusculaire, intradermique, intraperitoneale, intrac6rebrale 

35 ou dans une tumeur, voire par voie orale, nasale, vaginale ou oculaire. 



WO 2005/051418 

r 



WO 2005/051418 



PCT/FR2004/050607 



37 



-27- Proc6de de preparation de medicaments, en particulier pour administration 
parenteral, sous-cutanee, intxamusculaire, intradermique, intraperitoneal, intracerebrale 
ou dans me tumeur, voire par voie orale, nasale, vaginale ou oculaire, caract6ris6 en ce 
5 qu'il consiste essentieUement a mettre en ceuvre au moins une formulation selon rune 
quelconque des revendications 1 k 26. 

- 28 - Produit derive caract&rise en ce qu'il comprend des particules submicroniques, 
formees par des associations non covalentes PO/PA teUes que definies dans la 

10 revendication 1 et en ce qu'il est obtenu k partir de la formulation selon l'une quelconque 
des revendications 1 k 26. 

- 29 - Produit d6riv6 selon la revendication 28, caract6ris6 en ce qu'il est constitu6 par 
une poudre ou par un gel. 



15 

- 30- Proc6d6 de preparation de la formulation selon Tune quelconque des revendications 
1 k 26, caract6ris6 en ce qu'il consiste essentieUement : 

♦ k mettre en oeuvre une suspension collo'fdale de nanoparticules d'au moins un 

PO, 

20 ♦ k m61anger cette suspension coUoidale de nanoparticules de PO avec au moins 

une interleukine (et un ou plusieurs autres principe(s) actif(s) 6ventuels), de 
pr6f6rence en solution aqueuse, 

♦ k ajouter Gventuellement au moins un excipient, 
+ au besoin k ajuster le pH et/ou l'osmolaritS et, 

25 ♦ 6ventuellement k filtrer la suspension ainsi obtenue. 

- 31 - ProcSde selon la revendication 30, caract6ris6 en ce que le (ou les) PA(s) est sous 
forme de suspension ou de solution aqueuse pour le melange avec la suspension colloidale 
de nanoparticules de PO. 

30 

- 32 - Proc6d6 de preparation de la formulation selon Tune quelconque des revendications 
1 k 26, caracteris6 en ce qu'il consiste essentieUement : 

♦ a mettre en oeuvre une poudre d'au moins un polymdre PO, 

♦ k m61anger cette poudre avec une suspension ou solution aqueuse d'au moins 
35 une interleukine (et un ou plusieurs autres principe(s) actios) 6ventuels), de 

pr6f6rence en solution aqueuse, 

♦ k ajouter SventueUement au moins un excipient, 
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♦ au besoin a ajuster le pH et/ou Posmolarit6 et, 

♦ eventuellement a flitter la suspension ainsi obtenue. 



- 33 - Proced6 de preparation de la formulation selon Tune quelconque des revendications 
5 1 a 26, caracteris6 en ce qu'il consiste essentiellement : 

♦ & mettre en ceuvre une poudre issue du sechage de la formulation liquide selon 
rune quelconque des revendications 1 a 26, 

♦ a mSlanger cette poudre avec un milieu liquide aqueux, pr&l&rence sous 
agitation, 

10 ♦ & ajouter Eventuellement au moins un excipient, 

♦ au besoin & ajuster le pH et/ou l'osmolarit6 et, 

♦ eventuellement k filtrer la suspension ainsi obtenue. 



-34- Proc6d6 de preparation d'une poudre d6riv6e de la formulation selon Tune 
15 quelconque des revendications 1 k 26, caract6rise en ce que ladite poudre est obtenue par 
stehage de la formulation selon Tune quelconque des revendications 1 & 26. 
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